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Die folgenden Angaben mind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

® Verfahren und Vorrichtung zum Ziichten und/oder Behandeln von Zellen 
® Bei einem Verfahren zum Zuchten und/oder Behandeln 

von Zellen auf einer modellierbaren Tragerstruktur war- 
den die Zellen zur Bildung einer Zellschicht in einen Zell- 

kulturraum zwischen der Tragerstruktur oder einer auf der 

Tragerstruktur aufgebrachten Folie und einer zweiten Fo- 

lie f insbesondere einer mikroporosen Folie, eingebracht. 

Sauerstoff und/oder Nahrmedium werden in den Zellkul- 

turraum eingeleitet. Der Zellkulturraum wird durch eine 

Gasmedium wechselnde Druckbelastung ausgesetzt 
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Beschreibung 



10001] Die Erfindung bclrifft ein Verfahren zum Zuchten 
und/ocier Bchandeln von Zellen nach der im Oberbegriflf von 
Anspruch 1 nahcr definienen Art. Die Erfindung bctrifft 
auch cine Vorrichtung zum Zuchten und/odcr Behandeln 
von Zellen. 

[0002] In der alteren Anmeldung des Erfinders 
DE 199 35 643.2 ist ein Verfahren und eine Vorrichtung der 
eingangs genannten Art beschrieben. 
(0003] Es hat sich nun herausgestellt, daB die Bildung ei- 
ner Zellschicht und das Zellwachstum deutlich verbessert 
wird, wenn man die Zellen einer Druckbelaslung ausseizt. 
Hierzu ist es aus der Praxis bereils bekannt, einen Zellkul- 
turraum durch mechanische Einrichtungen, wie z. B. einen 
Stempcl, z. B. wie in der US 6,060,306, zu belasten. Neben 
dem hierfur erforderiichen konstruktiven Aufwand ent- 
spricht eine derartige Belastung aufgrund der dadurch er- 
zielten Heterogenitaten nicht in-vivo-Verhaltnissen. In der 
US 5,928,945 wird hauptsachlich Liber Schcrstrcss mittcls 
Kulturmedium eine mechanische Belastung von z. B. Knor- 
pelzellen versucht. Dies ist jedoch unphysiologisch, da z. B. 
in Gelenkbereichen keine derartigen Perfusionen auftreten. 
Zusatzlich ist der Sauerstoffgehalt aufgrund der limitierten 
Transportkapazitat fur Sauerstoff nicht bei alien Gewebear- 
ten in physiologischc Bcrciche cinstellbar (McLimmans et 
al. 1968). 

[0004J In der US 6,060,306 ist auch ein Apparat beschrie- 
ben, in dem ein Knorpelkonstrukt innerhalb einer Kultivie- 
rungskammer durch Bewegungen der AuBenwande wie in 
einem Blasebalg bewegt wird. Diese Bewegungsprozesse 
habcn den Nachteil, daB die Bewegungsmuster einen hohe 
mechanische Belastung der Membranstrukturcn bedingen, 
insbesondere dann, wenn diese aus Permeabilitatszwangen 
furSauerstoffbesonders diinn sind, d. h. eine Dicke im Mi- 
krometerbereich haben. Dies flihrt dazu, daB die Membrane 
nach wenigen Tage reiBen und die Produkte unsteril werden 
und dadurch fur Implantationcn nicht mehr geeigneL sind. 
Wcitcrhin konnen die Membrane aufgrund der Bewegungs- 
muster, die standig konvex-konkave Verformungen hervor- 
rufen, auch nur entsprechend punktuell Druckverformungen 
erzeugen. Dadurch kommt es zu Oszillationen im Kulturme- 
diumbereich und Druck-Heterogenitaten in den biologi- 
schen Geweben im Bioreaktor. 

[0005] Der vorliegendcn Aufgabe liegt daher die Aufgabe 
zugrunde, ein Verfahren und eine Vorrichtung zum Zuchten 
und/oder Behandeln von Zellen zu schaffen, wobei soweit 
wie moglich in-vivo-Verhaltnisse simuliert werden konnen. 
[0006] Insbesondere sollen in dem bioartifziellen Gewebe 
innerhalb des Bioeaktors in alien Bereichen vollstandig ho- 
mogene Druckverhaltnisse erzeugt werden konnen, ohnc 
jegliche konvex-konkave Membranverformungen der Au- 
Benwande des Systems. Wenn diese Membrane zusatzlich 
Oxygenationsaufgaben ubernehmen sollen, um uner- 
wunschte Heterogenitaten der Transportdistanzen fur die O2 
Diffusion und damit Mangelzustande zu venneiden, so miis- 
sen sich diese in einer stabilen und moglichst kurzen Distanz 
zu den biologischen Konstrukten befinden, und idealerweise 
diesen immer direkt anliegen, d. h. sie mussen alien Bewe- 
gungen des biologischen Konstrukts in identischer Weise 
folgen, statt dies blasebalg artig zu induzieren. 
[0007] ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch das im 
kennzcichnendcn Tcil von Anspruch 1 gcnannte Merkmal 
gelost. 

10008] Eine Vorrichtung zur Losung der gestellten Auf- 
gabe ist aus Anspruch 3 ersichtlich. 

[0009] Durch ein Gasmedium bzw. durch die Bildung ei- 
nes Gasraumes lassen sich in-vivo-Verhaltnisse sehr gut si- 



mulicrcn. So ist es z. B. moglich, die Zellschicht in dem 
Zellkulluiraum sehr gezielt wcchsclndcn und homogencn 
Druckbelastungcn auszusctzen, welche beliebig haufig und 
belicbig schnell ohne groBen Aufwand sehr gezielt gesteuert 

5 werden konnen. Sobald es iiber die exteme Gasphase zu ei- 
ner Druckeinwirkung auf die auBere Folienschicht kommt, 
legt sich diese vollstandig um das Implantat an. Dadurch 
konnen auch sehr komplexe 3-D Strukturen vollstandig um- 
mantelt werden. Die Diffusionswege fur O2 werden dadurch 

10 gleichzeitig auf fast 0 reduziert. Bei 3-D Strukturen konnen 
die Folien/Membranschichten idealerweise schon dem Im- 
plantat entsprechende Formen besitzen, so daB im Druckbe- 
lastungsfall eine einfache Anmodellierung moglich ist. 
[0010] Die Bildung eines Gasraumes kann auf verschie- 

15 dene Weise erfolgen. Hierzu kann z. B. ein druckfestes Ge- 
hause vorgesehen sein, das in vorteilhafter Weise gleichzei- 
tig als Bioreaktor ausgebildet ist. In einem derartigen Biore- 
aktor kann dann die Zellschicht in dem Zellkulturraum als 
selbstandige Einheit behandelt werden. Hierzu kann die 

20 Einheit aus der mikroporosen Folic, dem Zellkulturraum 
und einer Schutzfolie gebildet sein, die auch die Trager- 
struktur umgibt. In diesem Falle laBt sich dann die Einheit 
bei Bedarf aus dem Bioreaktor entnehmen - gegebenenfalls 
nach Entfernung von Anschliissen fur Sauerstoff und/oder 

25 Nahrmedium - und z. B. einfrieren oder als Implantat trans- 
porticren. 

[0011] Vorteilhafte Weiterbildungen und Ausgestaltungen 
ergeben sich aus den nachfolgend anhand der Zeichnung 
prinzipmaBig beschriebenen Ausfuhrungsbeispielen. 
30 [0012] Eszeigt: 

[0013] Fig. 1 eine Prinzipdarstellung einer ersten Ausfiih- 
rungsform init Gelenk-Knorpeln, die auf einer Triigcrstruk- 
turschicht, welches ein Knicgelcnk darstellen soil, geziichtet 
werden; und 

35 [0014] Fig. 2 eine Prinzipdarstellung einer Vorrichtung, 
ahnlich der nach Fig. 1, mit einer Gegenstruktur. 
[0015] Nachfolgend wird die Erfindung anhand einer Vor- 
richtung zur Bildung von hyalinen Knorpeln als zu ziichtcn- 
den Zellen fur eine Kniegelenk beschrieben. Selbstverstand- 

40 lich ist diese Anwendungsart nur beispielsweise zu sehen. 
Im Rahmen der Erfindung sind noch zahlreiche andere An- 
wendungsfalle moglich. 

[0016] Auf eine aus lYikalziumphosphat gebildete Trager- 
struktur 1 werden Knorpelzellen als Zellen 2 zur Bildung ei- 

45 ner Zellschicht aufgelegt. Wie ersichtlich, entspricht die 
Tragerstruktur 1 in ihrer Form einem Kniegelenk. ttber die 
Zellen 2 wird eine mikroporose Folie 3 gelegt, welche genii- 
gend elastisch sein muB, um das Zellwachstum nicht zu be- 
hindem. Als Material hierfur ist z. B. PTFE moglich. Die 

50 mikroporose Folie 3 muB entweder die TVagerstruktur 1 
dicht abschlieBen oder diese komplett umschlieBen. Bei der 
dargestellten Ausfuhrungsform liegt sie seitlich an der Tra- 
gerstruktur 1 dicht an, wahrend die Tragerstruktur 1 auf ei- 
ner Platte 4 runt. Die mikroporose Folie 3 ist mit einem Zu- 

55 laufanschluB 5 und einem RucklaufanschluB 6 versehen, 
iiber die Nahrmedium im Durchlaufverfahren einbringbar 
isL Gleichzeitig kann hier auch SauerstofT zugefiihrt wer- 
den, sofem Sauerstoff nicht aus der Umgebung der mikro- 
porosen Folie 3 durch die Folie selbst eingebracht wird. 

60 [0017] Wie ersichtlich, bildet die mikroporose Folie 3 zu- 
sammen mit der TVagerstruktur 1 auf diese Weise einen Zell- 
kulturraum 7 fiir die darin angeordneten Zellen 2. 
[0018] Die mikroporose Folie 3 und die Tragerstruktur 1 
bilden - gegebenenfalls zusammen mit der Platte 4 - eine 

65 Einheit, welche in ein druckdichtes Gehause 8 eingesetzt ist. 
Das druckdichte Gehause 8 bildet einen Bioreaktor. In das 
druckdichte Gehause 8 wird iiber einen DruckanschluB 9 
eine Verbindung mit einem Druckmedium 10 geschaffen. In 
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dcm druckdichtcn GchatflVT wird auf diese Wcise ein Gas- 
raum 11 geschafFen, der durch das Druckmcdium 10 in ge- 
wiinschter Weise unter wechselnde Druckbelastungen ge- 
setzt wird. Diese wechselnden Druckbelastungen wirken 
sich iiber die mikroporose Folie 3 auf die sich in dem Zell- 
kulturraurn 7 befindenden Zellen aus. Die mikroporose Fo- 
lie kann auch entfallen, so daB die Zellen direkt von der 
Schutzfolie ummodelliert werden. Wenn fur eine separate 
Sauerstoff- oder Luftzufuhr fur die Zellen 2 gesorgt wird, 
kann als Gas medium auch jedes andere Gas verwendet wer- 
den. 

[0019] Im Bedarfsfalle kann die aus der mikroporosen Fo- 
lie 3 und der Tragerstruktur 1 gebildete Einheit auch noch 
von einer weiteren Schutzfolie 12 umgeben sein (siehe ge- 
strichelte Darstellung). Die Schutzfolie 12 dient fur einen 
Transport der Einheit aus dem Bioreaktor 8 und schlieBt die 
Einheit damit steril ab. Als Schutzfolie 12 lassen sich ver- 
schieden Folien verwenden. Dadurch, daB in dem Inneren 
des Gehauses 8 ein Gasraum 11 gebildet wird, sollte die 
Schutzfolie 12 entsprechend modellierbar und gaspermea- 
bel sein. Der Gasraum 11 kann dabei sowohl innerhalb der 
Schutzfolie 12 als auch auBerhalb davon gebildet werden. 
Im letzten Falle ist deshalb in der Schutzfolie 12 ein An- 
schluB fur eine Verbindung mit der Druckquelle 10 vorzuse- 
hen. 

[0020] Anstelle von Trikalziumphosphat fur die Trager- 
struktur 1 konnen im Knochenersatzbereich auch Kollagene 
verwendet werden, wobei z. B. auch ein Meniskus gezuchtet 
werden kann. Ebenso sind Bindegewebestrukturen, Poly- 
mere, wie Polylaktide oder andere chemische Strukturen, 
verwendbar. 

[0021] Wesentlich ist, daB man Formen modellieren kann, 
die einem gewunschten Implantat entsprechen. Auf diese 
Weise kann man z. B. bei einem Defekt ein Implantat einer 
bestimmten GroBe heraussuchen, wozu z. B. iiber computer- 
tomographische Bilder eine entsprechende Analyse durch- 
gefuhrt und dann in dem Bioreaktor 8 oder gegebenenfalls 
vorher entsprechend eine gewiinschte Tragerstruktur 1 ge- 
formt wird, auf der dann die dazugehorigen Zellen gezuchtet 
werden. 

[0022] Zusatzlich lassen sich im Bioreaktor 8 auch elektri- 
sche Anschlusse vorsehen, durch die man iiber entspre- 
chende Verbindungsleitungen (nicht dargestellt) elektrische 
Impulse den Zellen 2 auftegen kann, womit noch bessere in- 
vivo-Simulationen erzielt werden konnen. 
[0023] Die in der Fig. 2 dargestellte Ausfuhrungsform 
entspricht im wesentlichen der in der Fig. 1 besprochenen 
Form, weshalb fur die gleichen Teile auch die gleichen Be- 
zugszeichen beibehalten worden sind. 
[0024] Unterschiedlich ist lediglich, daB iiber der mikro- 
porosen Folie 3 noch eine Meniskusstruktur 13 aufgebracht 
worden ist, iiber der wiederum eine Tragerstruktur 14 UegL 
Auf diese Weise werden noch bessere in-vivo-Verhaltnisse 
simuliert. Zur Bildung einer transportablen Einheit kann das 
ganze dann ebenfalls von einer Schutzfolie 12 umgeben 
sein, durch welche Anschlusse 5 und 6 zur Zu- und Abfuhr 
von Nahrmedium und/oder Sauerstoff gefuhrt sind. Der 
Gasraum U kann wiederum auBerhalb der Schutzfolie 12 
oder auch innerhalb iiber einen entsprechenden Druckan- 
schluB gebildet werden. 

[0025] Wie erwahnt, werden die Zellen zur Bildung einer 
Zellschicht in einem Zellkulturraum 7 zwischen zwei Folien 
oder zwischen einer Folie und der modellierbaren lYager- 
struktur 14 eingebracht. Ebenso kann die Tragerstruktur bi- 
lateral wie in einer Form mit zwei oder mehr Halften ange- 
bracht sein. Die Form kann auch wahrend dem Besiedlungs- 
prozess ummodelliert, d. h. unter Annahme einer neuen 
Form angepasst werden. 
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[00261 Wesentlich i^BR diese in sich mit Zcllcn/Matrix 
befullbare Struktur in cine Kammer eingebracht werden 
kann, die mittels einer Gas- oder Flussigkeitsphase einer 
Druckbelastung, die auch zyklischer Natur sein kann, ausge- 
setzt werden kann. Anstelle eines Gasmediums kann selbst- 
verstandlich auch ein flussiges Medium verwendet werden. 
[0027] Die Form der Folien ist reversiblen Druckbela- 
stungsprozessen vollstandig anpassungsfahig, da sie wei- 
testgehend nicht einer eigenen Vorspannung unterliegt. Das 
heiBt, wesentlich ist nicht die Elastizitat der Folien, sondem 
das positionskonforme Anliegen dieser Folien, welches 
durch eine sehr hohe Compliance oder Dehnbarkeit ermog- 
licht wird. Die Folien konnen somit anmodelliert werden 
bzw. werden durch Druckaufwendung maximal und homo- 
15 gen anmodelhert. Die Folien konnen auch profilierend ver- 
formt werden. Auch Innenprofilierungen fiir den Zellkultur- 
raum 7 sind moglich. 

[0028] Diese AuBenfolie 12 kann auf dem zu besiedeln- 
den Tragersubstrat 1 somit bereits initial, d. h. vor Beginn 

20 des Druckbelastungsprozesses, moglichst vollstandig auflie- 
gen, und kann damit die ansonsten durch eine reversible 
Druckbelastung ursachlich bedingten VerschleiBerscheinun- 
gen verhindern und direkt auch profilgebend wirken. Diese 
Profilgebung kann auch noch dadurch unterstiitzt werden, 

25 indem der von auBen applizierte Druck iiber ein Druckprofil 
formend wirkt. 

[0029] In den Behandlungsraum wird das zu besiedelnde 
Tragersubstrat 1, z. B. in einer in vivoartigen Form im Sinne 
eines Proflls, Struktur auch als Hohlkorper (shell) einge- 
bracht. Diese Strukturen konnen dann innerhalb und/oder 
auBerhalb als auch transmural mit Substraten und Zellen be- 
siedelt werden. Sie konnen auch mit Kulturmedium und 
Sauerstoff durchstromt werden. 

[0030] Von Vorteil ist auch die Flexibility der Vorrichtung 
und des Verfahrens, da die inneren Bioreaktorenbauteile ent- 
nehmbar sind und dadurch fur Transport- und Kryprozesse 
zuganglich sind. 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung Verfahren zum Zuchten und/oder Be- 
handeln von Zellen auf einer modellierbaren Trager- 
struktur, wobei die Zellen zur Bildung einer Zellschicht 
in einen Zellkulturraum zwischen der Tragerstruktur 
oder einer auf die Tragerstruktur aufgebrachten Folie 
und einer zweiten Folie, insbesondere einer inikroporo- 
sen Folie eingebracht werden, wobei Sauerstoff und/ 
oder Nahrmedium in den Zellkulturraum eingeleitet 
wird, dadurch gekennzeichnet, daB der Zellkultur- 
raum (7) durch ein Gasmedium wechselnden Druckbe- 
lastungen ausgesetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB um den Zellkulturraum (7) und wenigstens 
teil weise um die Tragerstruktur (1) eine Schutzfolie 
(12) gelegt wird, wobei als Tragerstruktur (1) eine 
Form und Zusammensetzung verwendet wird, die einer 
in-vivo-Struktur weitgehend nachgebildet oder nach- 
bildbar ist, und daB die beiden Folien (3, 12) mit der 
Tragerstruktur (1) als selbstandige Einheit in einen 
Bioreaktor eingebracht werden. 

3. Vorrichtung zum Zuchten und/oder Behandeln von 
Zellen auf einer Tragerstruktur, wobei die Zellen zur 
Bildung einer Zellschicht in einen Zellkulturraum zwi- 
schen der Tragerstruktur oder eines auf die Trager- 
struktur aufgebrachten Folie und/oder einer mikropo- 
rosen Folie eingebracht sind, wobei Sauerstoff und/ 
oder Nahrmedium in den Zellkulturraum einleitbar ist, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Zellkulturraum (7) in 
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cincm Gasraum (11) angcordnct ist, der mil wcnigstcns 
cincm DruckanschluB zur Vcrbindung mit cincr Druck- 
quelle (10) versehen ist oder der durch eine Druck- 
quelle (10) unter wechselnden Druck setzbar ist. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 5 
zeichnet, daB der Gasraum (11) durch ein den Zellkul- 
turraurn (7) und die Tragerstruktur (1) umgebendes 
druckdichtes Gehause (8) gebildet ist. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das druckdichte Gehause (8) einen Biore- io 
aktor bildet, in welchem der Zellkulturraum (7) vor- 
zugsweise zwischen der mikroporosen Folie (3) und ei- 
ner Schutzfolie (12), die auf und um die TVagerstruktur 
(1) gelegt ist, gebildet ist, wobei die beiden Folien (3, 
12) und die Tragerstruktur (1) als selbstandige Einheit 15 
in dem Bioreaktor angeordnet sind. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Tragerstruktur (1) in 
Form und Zusammensetzung wenigstens weitgehend 
ciner in-vivo-Struktur nachgebildet ist oder modellier- 20 
bar ist. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Tragerstruktur (1) aus 
Kalziummaterial, insbesondere Kalziumphosphat, ge- 
bildet ist. 25 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Tragerstruktur (1) aus 
Kollagen/extrazellularer Matrix gebildet ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB die TVagerstruktur (1) aus 30 
einem biodegradablen Polymer, wie z. B. Polylaktid, 
gebildet ist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB iiber der mikroporosen Fo- 
lie (3) oder der Tragerstruktur bzw. der ersten AuBenfo- 35 
lie eine zweite Struktur (14) angeordnet ist, die in Form 
und gegebenenfalls in ihrer Zusammensetzung einer 
invivo-Gegenstruktur zu der Tragerstruktur (1) nachge- 
bildet ist 
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Fig. 1 
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